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Verwendung einer Zusammensetzung zur Herstelluiig eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen mit erhohten 
extrazellularen FasL-Titern, Verfahren zur prophylaktischen 
Eignungs- bzw. Qualitatskontrolle derselben, Verfahren zur 
Hers tel lung von Arzneimitteln zur Behandlung obiger Krank- 
heiten mit gesteigerter Wirksamkeit 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Zusammenset zun- 
gen zur Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von 
humanen oder tierischen Zustanden, Erkrankungen oder Sto- 
rungen mit pathophysiologisch erhohten extrazellularen 
FasL-Titern, Verfahren zur prophylaktischen in vitro Eig- 
nungs- bzw. Qualitatskontrolle einer Zusammensetzung fur 
deren spatere Verwendung zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen, patho- 
physiologischen Zustande bzw. Storungen sowie Verfahren 
zur Herstellung eines Arzneimittels mit gesteigerter 
pharmazeutischer Wirksamkeit zur Behandlung oben genann- 
ter Erkrankungen Storungen oder pathophysiologischer Zu- 
stande . 



Zur Auf rechterhaltung der physiologischen Homoostase ist 
eine im einzelnen fein di f f erenzierte Kontrolle der Zell- 
prolif eration erf orderl ich . Die Kontrolle der Zellproli- 
feration in lebenden Organismen gelingt u.a. durch den 



Mechanismus des programmierten Zelltods (Apoptose) . Aus 
der Literatur sind zahlreiche Signal transdukt ionswege be- 
kannt , die schlieElich zum programmierten Zelltod fiihren. 
Hierbei spielt die Interakt ion von extrazellularen Ligan- 
den, z.B. dem Fas -Liganden (FasL) , mit diversen Zellober- 
flachenrezeptoren, z.B. dem Fas-Rezeptor (Fas) oder dem 
TRAIL-Rezeptor, eine zentrale Rolle fur die Auslosung der 
Apoptose. In diversen wissenschaf tl ichen Arbeiten wurde 
ein Zusammenhang zwischen dem Erscheinungsbi Id verschie- 
denster Krankheiten und einer hierfiir ursachlichen patho- 
logischen Fehlsteuerung der Apoptose hergestellt. 
(Steller, Science 267, 1445-1449, 1995, Thompson, Science 
267, 1456-1462, 1995, Nagata, Cell 88, 355-365, 1997, 
Giordano et al . , Science 275, 960-963, 1997, Chervonsky 
et al., Cell 89, 17-24, 1997). Sowohl eine uberschiefiende 
apoptotische Reaktion als auch der Verlust extrazellula- 
rer apoptot ischer Signale fuhrt zu pathophysiologischen 
Zustanden, Erkrankungen oder Storungen im lebenden Orga- 
nismus. Dabei ist in vielen Fallen die exakte Atiologie 
der apoptotischen Fehlfunktion unklar. In einigen Fallen 
wiederum wird nur ein Zusammenhang zwischen der fehlge- 
steuerten apoptotischen Kontrolle und dem jeweiligen Syn- 
drom vermutet. Eine spezifische, ursachlich ausgerichtete 
medizinisch-pharmazeutische Behandlung ist hingegen in 
keinem Fall gegeben. 

Der vorliegenden Erfindung lag daher die Aufgabe zugrun- 
de, pathophysiologische Zustande, Erkrankungen und Sto- 
rungen zu identif izieren, die auf einer gesteigerten 
apoptotischen Aktivitat beruhen, und fur derartige Fehl- 
steuerungen eine geeignete, zielgerichtete und die Ursa- 
chen berucksichtigende pharmazeutischen Behandlung zu 
entwickeln, die schliefclich auf die apoptotische Uber- 
schuEreaktion inhibierend wirkt . Diese Aufgabe lost die 
vorliegende Erfindung durch die Anspruche 1 bis 3 . Dar- 
iiber hinaus lag der vorliegenden Erfindung die weitere 
Aufgabe zugrunde, bei bislang zur unspezi f ischen und 
teilweise erfolglosen Behandlung eingesetzten Substanz- 
mischungen, jene Bestandteile zu ident i f i zieren, die fur 
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den therapeut ischen Erfolg ursachlich sind. Hieraus er- 
gibt sich weiterhin die Aufgabe, Verfahren zur Eignungs- 
bzw. Qual itat skontrolle derartiger unspezif ischer Sub- 
stanzmischungen zu entwickeln, die schlieSlich eine un- 
eingeschrankt erfolgreiche medizinische Verwendung erlau- 
ben. Diese Aufgabe wird durch den Anspruch 4 gelost. Wei- 
terhin war es eine Aufgabe der Erfindung, derartige Sub- 
stanzmischungen in ihrer pharmazeut ischen Wirksamkeit so 
zu verbessern, da£ sie zur Behandlung der vorgenannten 
Erkrankungen, Storungen oder pathophysiologischen Zustan- 
de eine erhohte pharmazeutische Wirksamkeit aufweisen. 
Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Anspruche 10 
bzw. 13 gelost. 

Die Erfinder haben gezeigt, daS die Verwendung von Zusam- 
menset zungen, die gewisse gegen Fas gerichtete Antikorper 
(anti-Fas-Antikorper) enthalten, zur Behandlung von huma- 
nen oder tierischen Zustanden mit uberschie£ender apopto- 
tischer Reaktion dann geeignet sind, wenn diese gestei- 
gerte apoptotische Reaktion auf erhohten extrazellularen 
FasL-Titern beruht . Derartige Zusammenset zungen konnen 
dann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von Syndromen mit vorgenannter Atiologie eingesetzt wer- 
den. Dabei erweisen sich Zusammenset zungen, die die 
FasL/Fas-Rezeptor-Interaktion inhibierende anti-Fas- 
Antikorper enthalten, dann als besonders geeignet, wenn 
sie zur Behandlung von toxischer epidermaler Nekrolyse 
(Lyell's Syndrom), graft -versus -host Erkrankung, Hepati- 
tis, fulminanter Hepatitis, Autoimmunthyroidit is 
(Hashimoto's Thyroiditis), maligner Tumorerkrankungen 
oder HIV eingesetzt werden. Erfindungsgema.fi wurde festge- 
stellt, da£ fur die vorgenannten Erkrankungen zumindest 
im wesentlichen erhohte extrazellulare FasL-Titer verant- 
wortlich sind, die schlieSlich sensitive humane Zellen 
durch Apoptose abtoten. Die genannten Zusammenset zungen 
enthalten die FasL/Fas -Rezeptor- Interakt ion inhibierende 
Antikorper, insbesondere anti-Fas-Antikorper. Es handelt 
sich bei diesen Zusammenset zungen vorzugsweise um natur- 
liche Zusammenset zungen, insbesondere um Blutprodukte . 



Im Fall der toxischen epidermalen Nekrolyse (TEN) wurde 
dariiber hinaus erf indungsgemafe erstmals ein Zusammenhang 
mit einer auf apoptot ischer Fehlsteuerung beruhenden 
Atiologie hergestellt. Die vorgenannte Erkrankung beruht 
erfindungsgemafi auf einem massenhaften apoptotischen Tod 
von Epidermiszellen . Dies fuhrt schliefilich zu einer Se- 
parierung von Dermis und Epidermis mit einem todlichen 
Ausgang in ungefahr 3 0% der betroffenen Falle (Roujeau, 
Stern, New England Journal of Medicine 331, 1272-1285, 
1994) . Wahrend normalerweise die Apoptose von Keratino- 
zyten in der Epidermis ein seltenes Ereignis ist, ist die 
Apoptose dieser Zellen bei Patienten mit toxischer epi- 
dermaler Nekrolyse stark erhoht . Erf indungsgemaS wurde 
f estgestellt , date bei Patienten mit TEN ungewohnlich hohe 
Titer von loslichem FasL in den ent sprechenden Seren vor- 
liegen. Aus verschiedenen Verof f entlichungen (Gutierrez- 
Steil et al . , Journal Clinical Investigations 101, 33-39, 
1998, Berthou et al . , Journal Immunology 159, 5293-5300, 
1997) ist weiterhin bekannt , da£ Kerat inozyten gewohnlich 
nur wenig FasL exprimieren. Allerdings kann im Falle ad- 
aquater Stimulation die FasL-Produkt ion bei Kerat inozyten 
induziert werden (Gui terrez - Steil et al . Journal Clinical 
Investigations 101, 33-39, 1998) . Erf indungsgemaft wurde 
weiterhin gezeigt, dag Keratinozyten von TEN- Pat ienten 
eine hohe FasL-Expression aufweisen, wahrend gesunde Kon- 
trollpersonen insoweit unauffallig waren. 

AuJSerdem wurde erf indungsgemaS nachgewiesen , daS das bis- 
her unspezif ische und nur im Einzelfall nur bei inflamma- 
torischen oder Autoimmunerkrankungen erfolgreich einge- 
setzte IVIG ( Int ravenoses Immunoglobin, das als Blutpro- 
dukt aus "gepooltem" Plasma von gesunden Spendern herge- 
stellt wird) auch zur Behandlung von humanen oder tieri- 
schen pathophysiologischen Zustanden mit erhohter extra- 
zellularer FasL Konzentration, insbesondere TEN, einge- 
setzt werden kann. Weitere erf indungsgemaSe Untersuchun- 
gen ergaben, dafi eine Wirkung von IVIG-Gemischen bei den 
vorgenannten Erkrankungen, die auf erhohten FasL-Titern 



beruhen, dann f est zustellen ist, wenn die IVIG-Gemische 
anti -Fas-Antikorper enthalten, die die Interaktion von 
Fas mit dem extrazellularen Liganden FasL blockieren. 

IVIG-Gemische als natiirliches Blutprodukt weisen aller- 
dings nur im Einzelfall j ene Qualitat auf , die es er- 
laubt, sie pharmazeut isch wirksam zur Behandlung jener 
Erkrankungen oder Storungen zum Einsatz zu bringen, die 
sich auf erhohte extrazellulare FasL-Titer zuruckfiihren 
lassen. Hierzu miissen, wie erf indungsgemafi f estgestel 1 t , 
ausreichende, die FasL/Fas- Interaktion inhibierende anti- 
Fas-Antikorper-Titer vorliegen. Urn eine friihzeitige Eig- 
nungs- bzw. Qualitatskontrolle der natiirlichen Blutplas- 
maprodukte durchfiihren zu konnen, wurden erf indungsgemaS 
immunologische Verfahren zur Verfiigung gestellt, die eine 
Bestimmung der ant i - Fas-Ant ikorper-Ti ter in beliebigen 
pharmazeut ischen Zusammenset zungen, insbesondere aber in 
IVIG-Gemischen, erlauben. Erst nach einer derartigen Eig- 
nungs- bzw. Qualitatskontrolle ist eine zielgerichtete 
Verwendung derartiger Zusammenset zungen zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen, die 
auf erhohten extrazellularen FasL Konzentrationen beru- 
hen, moglich. Sinnvollerweise werden die immunologisch 
positiv getesteten Chargen zur Behandlung eingesetzt, 
wahrend andere Chargen ohne anti -Fas -Antikorper-Aktivitat 
nach dem Testen mit den vorgeschlagenen, erf indungsgema- 
Sen in vitro Verfahren verworfen und damit ihre Verwen- 
dung zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen bzw. 
ihre Verwendung zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung der vorgenannten Erkrankungen ausgeschlossen 
wird. Hierdurch wird neben Zusammenset zungen, insbesonde- 
re IVIG-Gemischen, mit geringer Spezifitat fur die Ver- 
wendung als Arzneimittel zur Behandlung von Erkrankungen 
mit hohen extrazellularen FasL-Titern nunmehr eine spezi- 
fische, durch die erf indungsgemaSen Verfahren hergestell- 
te und hinsichtlich ihrer Qualitat und Eignung gepriifte 
Zusammenset zung, insbesondere also ein geeignetes Blut- 
produkt, fur den obigen Zweck zur Verfiigung gestellt. 



Erf indungsgemafi erweisen sich als geeignete Verfahren zur 
prophylakt ischen Eignungs- bzw. Qualitat skontrolle von 
natiirlichen Zusammenset zungen mit einem Inhibit ionspoten- 
tial auf die iiberschieSende Apoptosereakt ion, insbesonde- 
re also solche Systeme, die die Messung von Rezep- 
tor/Liganden- Interaktion erlauben. Hierzu wird zunachst 
in einem Verf ahrensschritt (a) Fas, insbesondere dessen 
extrazellulare Domane, als Ligand im Testsystem einge- 
setzt, insbesondere bevorzugt wird dabei ein Fas-Fc- 
Fusionsprotein, das mit potentiell zur Behandlung der 
vorgenannten Erkrankungen geeigneten Zusammenset zungen, 
also beispielsweise von IVIG-Gemischen, inkubiert wird. 
AnschlieSend wird markiertes FasL der gemaE Verf ahrens- 
schritt (a) vorinkubierten Losung zugesetzt und schliefe- 
lich erf indungsgemaS der Anteil von an Fas oder bei- 
spielsweise an Fas-Fc-Fusionsprotein gebundenem FasL mit 
Hilfe physikalischer oder chemischer Methoden bestimmt . 
Besonders geeignet sind dabei spekt roskopische Methoden, 
insbesondere solche spektroskopischen Verfahren, die auf 
Absorption oder Fluoreszenz im sichtbaren oder nahen UV- 
Bereich beruhen . Hierbei stehen dem Fachmann alle ihm ge- 
laufigen Vorgehensweisen zur Verfugung, z.B. eine direkte 
Markierung von FasL mit Chromophoren oder auch gegen FasL 
gerichtete Antikorper, die dann ihrerseits z.B. mit Chro- 
mophoren markiert sein konnen. Die gegen FasL gerichteten 
und markierten Antikorper konnen dabei naturliche Epitope 
von FasL erkennen oder auch gegen Markierungen auf dem 
FasL- Protein, namlich beispielsweise eingefiihrte rekombi- 
nante Abschnitte (z.B. gegen die sog . Flag- Sequenz) , ge- 
richtet sein. 

Als weiteres fur die Eignungs- bzw. Qual itatskontrolle 
von Zusammenset zungen, insbesondere von IVIG-Gemischen, 
der vorgenannten Art adaquates immunologisches Verfahren 
wird ein Testsystem zur Verfiigung gestellt, das auf dem 
durch FasL/Fas vermittelten Zelltod beruht . Hierbei wer- 
den Zellen von Fas- sensit iven Zellinien (z.B. Jurkat- 
Zellen oder die lymphoblastoide Zellinie A20) mit der zu 
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untersuchenden und auf ihre Eignung zu priifenden Zusam- 
mensetzung vorinkubiert und anschlieSend dieser vorinku- 
bierten Preparation FasL zugesetzt (beispielsweise rekom- 
binantes humanes losliches FasL) . SchlieSlich wird die 
Zahl derjenigen Fas - sensit iven Zellen ermittelt, die 
durch die FasL/ Fas - Interakt ion im Wege der Apoptose un- 
tergegangen sind. Enthalt die untersuchte Zusammenset zung 
anti -Fas-Antikorper , die den FasL/Fas- 

Transdukt ionsmechanismus blockieren, so werden Fas- 
sensitive Zellen durch die Zusammenset zung vor der Apop- 
tose bewahrt . Damit erwiese sich eine Zusammenset zung als 
zur Verwendung fur die Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung der vorgenannten Storungen geeignet . Kon- 
trollversuche mit gegeniiber der durch Fas / FasL ausgelo- 
sten Apoptose resistenten Zellen vermeiden eine Fehlin- 
terpretation der ggf . positiven Resultate mit den Fas- 
sensitiven Zellinien. Fur die Bestimmung des durch die 
FasL-Aktivitat bewirkten Ausmafies der Apoptose unter den 
Fas-sensitiven Zellen kann beispielsweise ein Annexin- 
FITC Zelltodtest , wie er von der Alexis Corporation, San 
Diego, USA , vertrieben wird, oder auch ein Assay zur Be- 
stimmung der Zellebensf ahigkeit , wie er von Boehringer, 
Mannheim, Deutschland, unter der Bezeichnung WST-1 ver- 
trieben wird, herangezogen werden . 

Dariiber hinaus erweisen sich auch Immunoblotting-Methoden 
als geeignet, urn als Verfahren zur prophylakt ischen Eig- 
nungs- bzw. Quali tatskontrolle von potentiell pharmazeu- 
tisch wirksamen Zusammenset zungen zur Behandlung der vor- 
genannten Erkrankungen eingesetzt werden zu konnen. Hier- 
bei werden extrazellulare Abschnitte von Fas durch Blot- 
ting-Techniken mit den ggf. ant i -Fas -Antikorper enthal- 
tenden Zusammenset zungen, z.B. auch IVIG-Gemischen, in 
Beruhrung gebracht und daraufhin die an Fas gebundenen 
Bestandteile der Zusammenset zung, also ggf. in der Zusam- 
menset zung enthaltene anti -Fas -Ant ikorper durch gegen 
diese gerichtete Sekundar-Ant ikorper ident if i ziert . Fur 
die Ident if izierung konnen die Sekundar-Ant ikorper auf 
jede dem Fachmann gelaufige Weise markiert werden. Als 
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besonders geeignet erweisen sich neben Markierungen mit 
Chromophoren auch Markierungen mit Enzymen, die quant if i- 
zierbar und mefibar Substrate umsetzen. Dabei kann es sich 
bei den zur Markierung verwendeten Enzymen z.B. urn Mee- 
rettich- Peroxidase handeln. Auch bei diesem Verfahren 
werden durch die Markierungen am Sekundar-Ant ikorper jene 
Chargen der Zusammenset zung (also etwa von IVIG-Gemischen 
oder anderen Blutprodukten) positiv bestimmt, die zur 
zielgerichteten Behandlung der vorgenannten Storungen 
herangezogen werden kdnnen. 

Die oben stehenden Verfahren zur prophylakt ischen Eig- 
nungs- bzw. Qualitat skontrolle von Zusammenset zungen , 
insbesondere naturlichen Blutprodukten, vor allem aber 
IVIG-Gemischen, die sich grundsat zl ich zur Behandlung von 
Storungen oder Erkrankungen mit erhohten FasL-Titern eig- 
nen, konnen auch Bestandteil von Verfahren sein, die der 
Aufbereitung oder Verbesserung dieser Zusammenset zungen 
dienen. Damit wird der Zweck verfolgt, Zusammenset zungen, 
insbesondere natiirliche Blutprodukte , mit gesteigerter 
pharmazeutischer Wirksamkeit zur Verfiigung zu stellen. 
Hierzu werden in einem Verf ahrensschri tt (a) die Zusam- 
menset zungen, also beispielsweise Blutprodukte und insbe- 
sondere IVIG-Gemische , zunachst biochemisch f raktioniert . 
Dieser Frakt ionierungsschritt erfolgt auf dem Fachmann 
gelaufige Art. In einem weiteren Verf ahrensschritt (b) 
werden die Fraktionen auf ihre Eignung bzw. Qualitat, 
d.h. auf das Vorliegen etwaiger ant i - Fas -Ant ikorper hin 
untersucht . Dabei werden die vorher beschriebenen Verfah- 
ren, also z.B. ein Rezeptor/Ligandenbindungs -Test , Blot- 
ting-Techniken und/oder Zelltod-Assays ausgefiihrt. Sie 
alle dienen allein oder in Kombination zur Bestimmung der 
anti-Fas-Antikorper-Titer in der jeweiligen Fraktion. 
Daraufhin wird (werden) diejenige(n) Fraktion (en) iso- 
liert, die mit Hilfe der z.B. vorgenannten immunologi- 
schen Verfahren positiv auf anti-Fas-Antikorper getestet 
wurden (Verf ahrensschri tt (c) ) . SchlieSlich wird (werden) 
in einem Verf ahrensschritt (d) die oder diese Frakti- 
on (en) auf konzentriert , so daS pharmazeut isch wirksame 



und die FasL/ Fas - Interaktion inhibierende anti-Fas- 
Ant ikorper angereichert werden. Das Produkt dieses Her- 
stel lungsverf ahrens weist eine erhohte anti-Fas- 
Ant ikorper-Konzentration auf, besitzt eine erhohte phar- 
mazeutische Wirksamkeit und kann dann als Arzneimittel 
zur Behandlung von Storungen oder Erkrankungen mit erhoh- 
ten extrazellularen FasL-Titern oder zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels zur Behandlung derartiger Storungen 
eingesetzt werden. 

Dabei umfalSt das Einsat zgebiet derartiger Arzneimittel 
sowohl die Human- als auch die Veterinarmedi zin . 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird dabei der Ver- 
f ahrensschritt (d) des vorbeschriebenen Verfahrens zur 
Herstellung eines Arzneimittels derart durchgef iihrt , dalS 
die anti -Fas -Ant ikorper in auf gereinigter Form aus der 
ursprunglichen Zusammensetzung, die insbesondere ein 
IVIG-Gemisch ist, erhalten wird. Hierzu bieten sich ins- 
besondere chroma tographische Verfahren an, die die Affi- 
nitat zwischen Antigen und Antikorper fur die Aufreini- 
gung ausnutzen. Ganz besonders bevorzugt sind daher sau- 
lenchromatographische Verfahren, bei denen das Antigen, 
hier also das Fas-Protein, besonders vorteilhaft ein Fas- 
Fusionsprotein, auf dem Trager angekuppelt wird. Die am 
z.B. Fas-Fusionsprotein gebundenen ant i -Fas -Antikorper 
werden schlieSlich durch dem Fachmann gelaufige Verfah- 
ren, z.B. durch Sal zlosungen, von der Saule eluiert 
(Verf ahrensschritt (e) ) . Durch ggf . zwei oder mehrmalige 
Wiederholung eines solchen Reinigungsschritts , vorzugs- 
weise verbunden mit anderen biochemischen Re inigungs ver- 
fahren, kann der Grad der Aufreinigung der fur die Ver- 
wendung zur Herstellung eines Arzneimittels geeigneten 
anti -Fas-Antikorper weiter erhoht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird das 
Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 
lung von humanen oder tierischen Erkrankungen mit erhoh- 
ten extrazellularen FasL-Titern derart modi f i ziert , da& 
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im Ergebnis ein hochspezif isches Arzneimittel zur Verfii- 
gung gestellt wird. Hierzu wird die - wie oben beschrie- 
ben - im wesent lichen durch chroma tographische Methoden 
vorgereinigte Zusammenset zung bzw. insbesondere das 
"gepoolte" Blutprodukt derart wei t erbehande 1 1 , dais nur 
solche ant i - Fas - Ant ikorper als Arzneimittel Verwendung 
finden, die bestimmte Epitope auf dem Fas -Protein erken- 
nen. Hiermit wird ausgeschlossen, daS auch ggf . die Apop- 
tose stimulierende anti -Fas-Ant ikorper als Produkt des 
Reinigungs-, Herstellungs- bzw. Auf berei tungsverf ahrens 
fur die spatere Verwendung als Arzneimittel enthalten 
sind. Dieses Ziel wird dadurch erreicht, daS ein oder 
mehrere af f ini tat schromatographische Schritt (e) der Elu- 
ierung der ant i -Fas-Ant ikorper gemafi Verf ahrensschritt 
(e) nachgeschaltet wird (werden) . Hierbei werden auf dem 
Tragermaterial ausgesuchte Epitope des Fas-Proteins, die 
zur Inhibierung der FasL/Fas -Bindung besonders geeignet 
erscheinen, als Liganden auf dem Trager angekuppelt. Im 
Ergebnis wird eine epi topspezif ische ant i -Fas-Ant ikorper- 
Subfraktion durch die Verf ahrensschrit te (a) bis (g) iso- 
liert. Im einzelnen wird hierzu nach der Eluierung (gemais 
Verf ahrensschritt (e) ) ein Verf ahrensschritt nachgeschal- 
tet, bei dem das gemaS (e) erhaltene Eluat iiber eine oder 
mehrere Af f initat schromatographiesaulen gefiihrt wird. Auf 
dieser (diesen Saulen) sind Epitope auf dem Tragermateri- 
al angekuppelt, die etwaige gegen diese gerichtete Anti- 
korper binden. Die Epitope entsprechen Teilsequenzen des 
FaS-Proteins , so da£ spezifisch anti-Fas-Antikorper aus 
dem Eluat gemaS (e) isoliert werden. Damit steht zur Be- 
handlung von Erkrankungen mit erhohten ext razellularen 
FasL-Titern, insbesondere TEN, ein hochspezif isches Arz- 
neimittel zur Verfiigung. 

Diese durch die Verf ahrensschritte (a) bis (g) erhaltene 
anti -Fas-Antikorper-Subf raktion wird vorteilhaf terweise 
galenisch noch dadurch aufbereitet, daS die isolierten 
anti -Fas -Ant ikorper nach ihrer Sequenzierung mit gangigen 
gentechnologischen Verfahren in humanisierter Form Ver- 
wendung finden. Dieser Schritt erweist sich dann als er- 
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forderlich, wenn die den Verfahren zugrundel iegende Zu- 
sammensetzung nicht humanes Blutprodukt darstellt, son- 
dern z.B. tierischen Ursprungs ist . Die nach den oben be- 
schriebenen Verfahren 10 bis 12 erhaltenen Verf ahrenspro- 
dukte werden zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von humanen oder tierischen Zustande mit patho- 
physiologisch erhohten extrazellularen FasL-Titern, ins- 
besondere zur Behandlung von toxischer epidermaler Nekro- 
lyse, graf t-versus-host disease, Hepatitis, fulminater 
Hepatitis, Autoimmunthyroidit is , malignen Tumorerkrankun- 
gen oder HIV verwendet . 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden 
Figuren 1 bis 11, sowie durch Tabelle 1 naher erlautert : 

Figur 1 stellt einen Hautgewebeschnitt eines TEN- 
Patienten dar. Zu erkennen ist, dag die Epidermis ((durch 
ein Symbol markiert) sich von der darunter befindlichen 
Epidermis abgelost hat, ein charakterist isches pathologi- 
sches Phanomen bei TEN- Pat ienten . 

Figur 2 dokumentiert die charakterist isch erhohten Serum- 
titer von loslichem FasL (sFasL) bei TEN- Pat ienten . Die 
sFasL-Konzentrationen liegen oberhalb von 0,5 ng/ml in 
deren Seren. Dagegen sind die Serumkonzentrationen von 
gesunden Kontrollpersonen oder Patienten mit einer ande- 
ren Hauterkrankung (MPR: makulos-popularer Hautaus- 
schlag) , die gleichfalls als Negativkontrolle eingesetzt 
wurden, hinsichtlich der sFasL-Titer unauffallig. 

Figur 3 zeigt einen Gewebeschnitt der Haut von Ten- 
Patienten nach histologischer Auswertung. Die Symbole 
deuten auf apoptotische Kerat inozyten hin. 

Die folgenden Figuren 4 bis 7 verdeut 1 ichen, dafi eine 
hochregulierte FasL- Produkt ion von Kerat inozyten fur den 
Fas-vermittelten apoptotischen Untergang von Keratino- 
zyten (s. Fig. 3) verantwortlich ist. 
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Figur 4 zeigt zur Uberpriifung einen Immunoblot von mono- 
klonalen Antikorpern, gerichtet gegen FasL . Spur 1 ent- 
halt ein 2 93 - scheintransf i ziertes Zellysat, Spur 2 ein 
293 -FasL- 1 ransf i ziertes Zellysat. Die Ant ikorperreakt ion 
1st spezifisch gegen die entsprechend transf izierten Zel- 
len gerichtet. 

In Figur 5 werden Abbildungen von Hautgewebeschnitten 
dargestellt, die immunohistochemisch untersucht wurden . 
Die Schnitte von Hautgeweben gesunder Personen und von 
TEN-Patienten wurden mit ant i - FasL- Ant ikorpern behandelt . 
Zur Kontrolle wurden Kont roll -Ant ikorper eingesetzt, die 
die unspezif ische Ant ikorperreakt ion wiedergeben. Deut- 
lich ist in der mittleren Darstellung der oberen Reihe 
die starke Ant ikorperreakt ion gegen FasL in der Epidermis 
von TEN-Patienten zu erkennen. 

Figur 6 spiegelt das Resultat (mit statist ischen Fehlern) 
der Experimente mit Fas - sensit iven Jurkat - Zellen wider, 
die auf Kryohautgewebeschnitte von gesunden, TEN- und 
MPR-Patienten geschichtet wurden. Die Balken geben den 
Prozentsatz der jeweils nach 6-stiindiger Inkubation apop- 
totischen Jurkat - Zellen wieder, so wie durch FluScytome- 
trie bestimmt. Hierbei losen die Gewebe von TEN-Patienten 
eine signifikant erhohte apoptotische Reaktion aus . Diese 
wird durch FasL-blockierende Ant ikorper (NOK1) stark ver- 
ringert (4. Balken) (Kontrolle). 

Figur 7 zeigt schlieSlich die Lebensf ahigkei t von Jurkat - 
Zellen bzw. primaren humanen Kerat inozyten gegemiber 
rhsFasL (Alexis Corporation) nach 6- bzw. 16-stiindiger 
gemeinsamer Inkubation. Dabei erweisen sich auch Kera- 
tinozyten als FasL-sensitiv . 

Die folgenden Figuren 8 bis 11 stellen die Inhibition der 
Fas-vermittelten Apoptose durch anti -Fas-Antikorper dar, 
die in IVIG-Gemischen enthalten sind. 



Dabei gibt Figur 8 die protektive Funktion von IVIG- 
Gemischen auf verschiedene Zellinien (HEK: primare humane 
Keratinozyten, HaCaT : humane Keratinozyten, HepG2 : Hepa- 
tocarcinomzellen, A20: Fas- sensitive lymphoblastoide Zel- 
linien) wieder, die sich nach Zugabe von Apoptose auslo- 
sendem rhsFasL ergibt . Gemessen wurde der Prozentsatz der 
vor der Apoptose bewahrten Zellen (Lebensf ahigkeit ) , be- 
zogen auf die Lebensf ahigkeit der Zellen in Abwesenheit 
von rhsFasL. Die Ergebniss der Vergleichsversuche ohne 
IVIG bzw. mit Albumin (zur Beurteilung unspezif ischer Re- 
aktionen) sind gleichfalls aufgetragen. Die protektive 
Wirkung von IVIG-Gemischen (im Vergleich zu Ansatzen ohne 
Zugabe von IVIG-Gemischen) ist fur alle sensitiven Zelli- 
nien erkennbar. 

Figur 9 beschreibt die Wirkung von IVIG-Gemischen auf die 
Bindung von FasL an Fas und von TRAIL (einem anderen 
Apoptose auslosenden Liganden) an den Rezeptor TRAIL R2 
(rechts) . Die Bindung von dem Liganden an den Rezeptor 
wurde so gemessen, wie bei Schneider et al . , J. Exp. Med. 
1197, 1-9, 1998 und Schneider et al . J. Biol. Chem. 272, 
18827-18833, 1997 beschrieben. Die linke Darstellung in 
Figur 9 zeigt die inhibierende Wirkung von IVIG-Gemischen 
auf die Bindung von FasL an Fas . 

Figur 10 zeigt durch immunochemische Reaktion, dag IVIG- 
Gemische positiv gegeniiber Fas reagieren, dagegen aber 
nur eine schwache Reaktion gegeniiber TNFR1 (linke Dar- 
stellung) zeigen. Die mittlere und die rechte Darstellung 
sind Kontrollversuche . IVIG-Gemische weisen also anti- 
Fas - Ant ikorper auf. 

Figur 11 zeigt die Lebensf ahigkeit (als Prozentsatz der 
Kontrollzellen) gegen rhsFasL nach Prainkubierung mit 
Trager, IVIG, Fas - Fc - Fusionsprot in oder TAIL2-FC immu- 
noadsorbiertem IVIG-Gemisch (als Kontrolle) . Wiederum be- 
wahrt das IVIG-Gemisch die hier eingesetzten A20-Zellen 
weitgehend vor der Apoptose. Etwaige ant i -TRAIL- 2 - 
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Antikorper sind - wie durch den Kontrollversuch gezeigt - 
ohne Bedeutung fur die protektive Wirkung des IVIG- 
Gemisches . 

5 Tabelle 1 gibt die klinischen Daten von 10 TEN-Patienten 
wieder, die mit IVIG-Gemischen behandelt wurden . Im ein- 
zelnen sind angegeben : (a) Al ter/Geschlecht Patienten, 
(b) die von Erythemata bzw. Epidermis -Ablosung betroffene 
Korperoberf lache, (c) der medikamentose Ausloser fur TEN, 
10 (d) die verabreichte Dosis des IVTG-Gemisches in g/kg/d 

bzw. die Dauer der Behandlung mit IVIG in Tagen, (e) der 
Zeitraum vom Beginn der klinischen Symptome bis zum Be - 
handlungsbeginn in Tagen, (f) der Zeitraum bis zur klini- 
schen Reaktion auf die Behandlung bzw. der Hautheilung. 

15 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden 
Ausf uhrungsbeispiele naher erlautert . 



1. Ausf iihruncrsbeispiel 
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Erf indungsgemafi wurde gezeigt, dafi das Lyell's Syndrom 
(TEN) in seiner Atiologie auf erhohten loslichen FasL- 
Titern in den Seren von betroffenen Patienten beruht . 
Hierzu wurden vergleichsweise Blutseren von klinisch auf- 

25 falligen Personen mit j enen von gesunden Kont rol lper sonen 
verglichen. Der klinischen Auf f alligkeit von TEN- 
Patienten lag die Beobachtung zugrunde , dafi diese an zu- 
sammenhangenden, hauf ig dunkelf arbigen Erythemen leiden, 
wobei eine spontane Ablosung der Epidermis (von der Der- 

30 mis) zu beobachten ist, genauso wie im iibrigen auch Muco- 
sa-Erytheme und Geschwure . Die klinische auffallige Epi- 
dermisablosung wurde durch histologische Befunde bei al- 
ien TEN-Fallen bestatigt . Bei alien untersuchten TEN- 
Patienten betrug die Flache der erythematosen und abgelo- 

35 sten Epidermis 60 oder mehr Prozent der gesamten Korper- 
oberflache (Figur 1) . 



Der Nachweis der ldslichen FasL- Frakt ion im Serum der un- 
tersuchten Patienten wurde durch ELISA gef iihrt . Hierbei 
ergab sich eine 100%ige Korrelation zwischen hohen FasL- 
Titern bei TEN- Pat ienten und annahernd nicht nachweisba- 
ren Titern bei gesunden Kontrollpersonen {Figur 2) . Se- 
rum-Aliquots wurden Patienten mit voll ausgebildeter TEN 
bzw. gesunden Kontrollpatienten entnommen und mit einem 
sFasL ELISA- KIT (Medical & Biological Laboratories Ltd, 
unter Einsatz der anti-FasL Antikorper mAb 4H9 und 4A5) 
untersucht . Die gesunden Kontrollpatienten waren junger 
als 4 0 und ohne Befund in bezug auf Haut- oder systemi- 
sche Krankheiten. 

Weiterhin wurde erfindungsgemaS gezeigt, da£ bei TEN- 
Patienten der klinisch auffalligen Ablosung der Epidermis 
eine Apoptose der Keratinozyten vorausgeht (Figur 3) . Da- 
bei handelt es sich um ein fruh sich morphologisch mani- 
festierendes Ereignis dieses Syndroms. Um f est zustellen, 
ob und, wenn ja, auf welche Weise es einen Zusammenhang 
zwischen der Kerat inozyten-Apoptose und den auffalligen 
FasL-Serum-Titern gibt , wurden sowohl die Fas- als auch 
die FasL-Expression in den Hautproben von TEN- Pat ienten 
(N = 7) untersucht und mit j enen von gesunden Kontroll- 
personen (N = 5) verglichen (Figur 5) . Die Hautbiopsien 
wurden von TEN-Patienten aus der Grenzflache zwischen ab- 
geloster und nicht -abgeloster Haut entnommen. Die Biopsi- 
en wurden entweder in flussigem Stickstoff eingefroren 
oder in Paraf ormaldehyd (4%) fixiert. Die Immunohistoche - 
mie wurde an den Kryoschnitten, wie bei French et al . , J. 
Cell Biol. 133, 335-343, 1996 beschrieben, durchgefuhrt . 
Hierbei wurden monoklonale anti -FasL-Antikorper (All, 
Alexis Corp., beschrieben bei Hahne et al . Science 2 74, 
1363-1366, 1996) und monoklonale ant i -Fas -Ant ikorper 
(UB2 , Immunotech) und isotope Kont roll -Ant ikorper einge- 
setzt. Die histologischen Hautschnitte von TEN-Patienten 
zeigten eine starke Keratinozyten-Apoptose , eine nach im- 
munohistochemischem Nachweis mit ant i -FasL-Antikorper 
(mAb All), eine im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen 
stark erhohte FasL-Expression und eine gleichfalls, ver- 
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glichen mit gesunden Kontrollpersonen, nahezu unverander- 
te Fas-Expression auf der Zelloberf lache . 

SchlieSlich wurde fur TEN erf indungsgemafi gezeigt, daS 
die fur TEN charakterist ische Apoptose von Kerat inozyten 
tatsachlich durch den FasL/ Fas -Signal transdukt ionsweg 
ausgelost wird. Hierzu wurde die lyt ische Aktivitat von 
kutanem FasL in vitro untersucht . Gef rierschnitte der 
Haut von gesunden Kontrollpersonen (N = 5) und TEN- 
Patienten (N = 3) wurden mit Fas-sensitiven Jurkat-Zellen 
fur die Dauer von sechs Stunden in Kontakt gebracht und 
anschlieSend die Apoptose der Jurkat-Zellen mit Hilfe ei- 
nes Annexin FITC-Tests oder eines Cytochrom c-Tests be- 
stimmt. Erf indungsgemaS wurde hierbei f estgestell t , da£ 
die TEN-Hautschnitte in reproduzierbarer Weise (sowohl 
mit dem Annexin-FITC als auch mit dem Cytochrom c-Assay) 
drei- bis vierfach so viele Jurkat-Zellen abtoten wie 
entsprechende Hautschnitte von gesunden Kontrollpersonen 
(Figur 6) . 

Weiterhin wurde experimentell gezeigt, date in Gegenwart 
von FasL-blockierenden Antikorpern {NOK 1) die durch die 
TEN-Hautgewebeschnitte induzierte Cytotoxizitat bei den 
Jurkat-Zellen vollstandig ausgeschal tet wurde (Figur 6) . 
Hierzu wurden die Gewebeschnitte fur 30 Minuten mit anti- 
FasL-Antikorpern (NOK 1, 2,5 fxg/ml , Pharmingen) vorinku- 
biert, anschlieSend auf die Fas-sensitiven Jurkat-Zellen 

(humane Leukamiezellen) gelegt, so wie bereits bei Strand 
et al . , Nature Medicine 2, 1361-1366, 1996 oder bei 
Buchner et al . , Journal Clinical Investigation 100, 2691- 
2699, 1997, beschrieben. Auch hier wurde die Anzahl der 
durch Apoptose lytischen Jurkat-Zellen mit Hilfe der 
FluScytometrie unter Einsatz des Annexin-FITC 

(Pharmingen, so wie bei Vermes, Haanen, Stef f ens -Nakken, 
Reutelingsperger , Journal Immunology Methods, 184, 3 9-51, 
1995) beschrieben) , gemessen. Auch die Zugabe von losli- 
chem rekombinantem menschlichem FasL (rhs FasL) ergab er- 
f indungsgemafi, dafi menschliche Kerat inozyten in dessen 
Gegenwart apoptosesensit iv sind (Figur 7) . Hierzu wurden 
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mit FLAG markierte losliche rekombinante FasL- Proteine 
(Alexis Corporation) mit Jurkat - Zel len fur die Dauer von 
sechs bzw. sechzehn Stunden inkubiert und anschlieSend 
die Lebensf ahigkeit mit Hilfe eines Prolif erat ionstests 
(WST-1, Boehringer, Mannheim, Deutschland) bestimmt . 

2. Ausfiihrunqsbei spiel 

In diesem zweiten Ausf uhrungsbeispiel wurde erf indungsge - 
maS gezeigt, dafi IVIG ( intravendses Immunglobul in) als 
Blutprodukt, das aus "gepooltem" Plasma von gesunden 
Spendern hergestellt wird, als Inhibitor der durch 
FasL/Fas vermittelten Apoptose fungieren kann . 

Hierzu wurden Kerat inozyten vor ihrer Exposition gegen- 
uber rhsFasL gemeinsam mit IVIG inkubiert. Dabei wurde 
f estgestellt , date bei rhs-FasL-Konzentrat ionen, die eine 
75%ige Kerat inozyten-Apoptose zu induzieren vermogen, die 
Zugabe von IVIG, namlich 30 mg/ml (berechnet entsprechend 
der taglichen Dosis fur die Behandlung eines 60 kg schwe- 
ren Patienten) vollstandig die Fas/FasL bedingte Kera- 
tinozyten-Apoptose inhibiert . Bei diesem Experiment wur- 
den Keratinozyten der Zellinie HaCaT, Hepatokarzinom- 
Zellen (HepG2) , Fas- sensitive Zellen A20 und Fas- 
resistente Lymphoblastoid-Zellinien A20R mit IVIG (und 
Albumin als Kontrolle) inkubiert und schlieSlich losli- 
ches FasL hinzugefiigt (Figur 8) . 

Die protektive Wirkung von IVIG ist dabei nicht auf die 
zuvor genannten Keratinozyten beschrankt, sondern erfaSt 
alle Fas-sensitiven Zellen. Im vorliegenden Experiment 
wurde zudem nachgewiesen, dafi IVIG spezifisch wirkt, da 
ahnliche Konzent rat ionen von Albumin keine Apoptose - 
Protektion bewirken. 

In einem weiteren Experiment zur Aufklarung des Wirkungs- 
mechanismus von IVIG wurde gezeigt, da£ dessen protektive 
Wirkung auf einer Inhibition des Fas-vermittelten Zell- 
tods beruht, indem der Fas-Rezeptor , nicht aber der Fas- 
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Ligand (FasL) blockiert wird. Dabei wurde ein IVIG- 
Gemisch mit rhsFasL prainkubiert und diese prainkubierte 
Mischung schliefilich mit den vorgenannten Zellinien kon- 
taktiert. Hierbei konnte keine lytische, d.h. apoptoti- 
sche Wirkung auf die Zellen dieser Zellinien festgestellt 
werden . 

In einem weiteren Experiment im Rahmen dieses Ausfiih- 
rungsbeispiels wurde schlietelich nochmals mit Hilfe eines 
ELISA bestatigt, daS IVIG-Gemische die Fas/FasL- 
Interaktion inhibieren. Hierzu wurde die Rezeptor- 
Liganden- Interaktion in An- oder Abwesenheit von IVIG be- 
stimmt. Im Ergebnis wurde dokument iert , date die Bindung 
von rhsFasL an Fas -Fc -Fusionsprotein signifikant durch 
IVIG inhibiert wird, wahrend die Bindung von ldslichem 
TRAIL an seinem Rezeptor TRAIL R2 (hier als TRAIL R2-Fc- 
Fusionsprotein eingesetzt) durch das IVIG-Gemisch nicht 
blockiert wurde . Auch bei TRAIL handelt es sich um einen 
die Apoptose auslosenden Liganden, auf dessen Bindungsin- 
hibition auch die protektive Wirkung von IVIG hatte beru- 
hen konnen . Dieses Vergleichsexperiment ergibt wiederum, 
daS durch ein IVIG-Gemisch spezifisch die FasL/Fas - 
Interaktion blockiert wird. 

3 . Ausf uhr unci sbei spiel 

Dieses Ausf uhrungsbeispiel dient der Bestimmung der mole- 
kularen Ursache fur die inhibitorische Wirkung von IVIG. 
Um zu zeigen, daS diese Wirkung auf in der IVIG- 
Zusammensetzung naturl icherweise vorhandenen anti-Fas- 
Antikorpern beruht , wurde untersucht, ob ein Bestandteil 
des IVIG-Gemisches an menschliches Fas bindet und 
schlieSlich, ob eine ant i - Fas - Ant ikorper negative IVIG- 
Fraktion dessen Fahigkeit zur Inhibition der Fas- 
vermittelten Apoptose beseitigt . 

Hierzu wurde auf einem Gel eine Immunodetekt ion vorgenom- 
men. Das IVIG-Gemisch wurde gegen Albumin (zur Kontrolle) 
oder gegen gereinigte rekombinante Proteinkonstrukte ein- 



gesetzt, die aus der extrazellularen Domane des humanen 
Fas Csog. Fas-Comp) oder der extrazellularen Domane des 
Tumornekrose-Faktor-Rezeptors (TNFR1 -Comp) , jeweils ver- 
schmolzen mit einem 55 Aminosaure langen Linker, beste- 
hen. Hierbei bezeichnet "Comp" den Linker, wie er sich 
auch bei Terskikh et al . , Proceedings of the National 
Academy of Science, USA, 94, 1663-1668, 1997, beschrieben 
f indet . Diese Experimente zeigen, date fur IVIG-Gemische 
deutlich positive Signale gegeniiber Fas-Comp, nicht aber 
gegeniiber Albumin, und nur schwache Signale gegeniiber 
TNFRl-Comp detektiert werden (Figur 10) . Dies la£t darauf 
schlieSen, daS zumindest eine geringfiigige anti-TNFRl- 
Aktivitat in IVTG-Gemischen vorhanden sein konnte . Eine 
Beseitigung der ant i -Fas -Ant ikorper aus dem IVIG-Gemisch 
durch mehrmaliges Aufreinigen iiber Fas-Fc-Fusionsprotein- 
Af f initatschromatographiesaulen beweist, daS durch den 
Verlust der ant i -Fas -Ant ikorper sowohl die Bindungsf ahig- 
keit von IVIG an Fas-Comp als auch die Blockade des Fas- 
vermittelten Zelltods beseitigt wird. 

4. Aus f iihruncTsbei spiel 

In einer offenen, nicht kontrollierten Pilotstudie wurden 
10 verschiedene Patienten mit TEN in drei verschiedenen 
Krankenhausern (Genf, Lausanne und Bern) mit IVIG behan- 
delt, wobei die bei den Patienten eingesetzten Dosierun- 
gen von 0,2 bis 0,75 g/kg/d fur die Dauer von vier auf- 
einanderf olgenden Tagen betrugen. Bei alien 10 Patienten 
wurde die Progression von TEN schnell nach der IVIG- 
Gemisch- Infusion (innerhalb von 24 bis 48 Stunden) unter- 
brochen. Gegenwirkungen stellten sich nicht in signifi- 
kantem MaE ein, vielmehr wurde eine schnelle Hautheilung 
beobachtet (s. Tabelle 1). Damit wurde in einer klini- 
schen Studie die therapeut ische Wirkung von IVIG bei TEN- 
Patienten erf indungsgemafi erstmals gezeigt . 
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Tabelle 1 



Patient/ 
Age (YR)/ 
Sex 


Erythema 

<%y 

Detachment 
(%) * 


Causal Drug 


Dose of 

WIG 
(g/kg/d)/ 
duration (d) 


Time from 
onset to 
treatment 
(d) t 


Time to 
response/ 
skin healing 
(d) 5 


1 ME/23/M 


50/50 


luuproien 




D 


z/ / 


9 Rfi/97/F 
Z . D vJ/ Z.ZV l 




Carbarn az- 
epin 


0. / 3/4 


A 

4 


in 


3. ER/57/F 


40/20 


Cipro- 
floxacin 


0.375/4 


3 


2/5 


4.MP/1 1/M 


70/20 


Paracetamol 


0.75/4 


4 


1/6 


5. BK/26/M 


20/60 


Ceftriaxon 


0.75/4 


2 


1/10 


6. IF/88/F 


50/10 


Allopurinol 


0.2/4 


4 


2/5 


7. FD/13/M 


60/40 


Cefuroxim 


0.45/4 


2 


2/9 


8.HW/65/M 


60/30 


Doxycyclin 


0.75/4 


4 


2/12 


9. CM/28/F 


80/5 


Undetermin. 


0.75/4 


4 


1/4 


10.PE/61M 


40/20 


Phenytoin 


0.75/4 


4 


1/4 



ANSPRUCHE 



Verwendung einer Zusammensetzung zur Hers t el lung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von humanen oder tieri - 
schen Erkrankungen mit pathophysiologisch erhohten ex- 
trazellularen FasL-Titern, dadurch gekennzeichnet, date 
die Zusammensetzung die FasL/ Fas - Re zept or - Interakt ion 
inhibierende anti-Fas-Antikorper enthalt . 

Verwendung einer Zusammensetzung zur Hers tel lung eines 
Arzneimittels nach Anspruch 1 zur Behandlung von 
toxischer epidermaler Nekrolyse, graft -versus -host di- 
sease, Hepatitis, fulminanter Hepatitis, Autoimmunthy- 
roiditis, malignen Tumor erkrankungen oder HIV. 

Verwendung einer Zusammensetzung zur Hers tel lung eines 
Arzneimittels nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Zusammensetzung ein IVIG-Gemisch 
ist . 

Verfahren zur prophylakti schen in vitro Eignungs- bzw. 
Qualitatskontrolle einer Zusammensetzung, insbesondere 
eines IVIG-Gemisches , fur die Verwendung derselben zur 
Herstellung eines Arzneimittels nach einem der Anspru- 
che 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet , daS die FasL/Fas- 
Rezeptor- Interakt ion inhibierende ant i- Fas -Anti korper - 
titer der Zusammensetzung, insbesondere eines IVIG- 
Gemisches, immunologisch bestimmt werden. 

Verfahren zur prophylaktischen Eignungs- bzw. Quali- 
tatskontrolle einer Zusammensetzung, insbesondere ei- 
nes IVIG-Gemisches, nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS 

(a) Praparationen von Fas-Fc-Fusionsprotein mit einer 
Zusammensetzung, insbesondere einem IVIG-Gemisch, 
inkubiert werden, 

(b) markiertes FasL der gemafi Verf ahrensschritt (a) 
inkubierten Losung zugesetzt wird, und 



(c) der Anteil von an Fas-Fc-Fusionsprotein 

gebundenem FasL physikalisch oder chemisch 
bestimmt wird. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da£ 
der Anteil von an Fas-Fc-Fusionsprotein gebundenem 
FasL spektroskopisch, insbesondere photochemisch durch 
Absorption im sichtbaren oder nahen UV-Bereich, be- 
stimmt wird. 

Verfahren zur prophylaktischen Eignungs- bzw. Quali- 
tatskontrolle einer Zusammensetzung, insbesondere ei- 
nes IVIG-Gemisches , nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ 

(a) Fas-sensitive Zellen mit einer Zusammensetzung, 
insbesondere einem IVIG-Gemisch, vorinkubiert 
werden, 

(b) dieser vorinkubiert en Preparation losliches FasL 
zugesetzt wird, und 

(c) schlieSlich die Anzahl der durch FasL/Fas- 
Interaktion apoptotischen Fas-sensitiven Zellen 
bestimmt wird . 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Bestimmung der Anzahl der apoptotischen Fas- 
sensitiven Zellen gemaS Verf ahrensschritt (c) durch 
einen Annexin-FITC-Zelltodtest oder die Bestimmung der 
Lebensf ahigkeit mit Hilfe eines Zellprolif erations- 
tests durchgefuhrt wird. 

Verfahren zur prophylaktischen Eignungs- bzw. Quali- 
tatskontrolle einer Zusammensetzung, insbesondere ei- 
nes IVIG-Gemisches , nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ 

(a) ein extrazellularer Abschnitt von Fas durch 

" Western-Blotting-Techniken" mit einer Zusammen- 
setzung, insbesondere einem IVIG-Gemisch kombi- 
niert wird, und 



(b) an den extrazellularen Abschnitt von Fas gebunde- 
ne ant i - Fas - Ant ikorper aus der Zusammensetzung, 
insbesondere dem IVIG-Gemisch, durch markierte 
gegen ant i -Fas -Ant ikorper gerichtete Sekundaran- 
tikorper identif iziert werden. 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels mit ge 
steigerter pharmazeut ischer Wirksamkeit zur Behandlung 
von humanen oder tierischen Erkrankungen mit erhohten 
extrazellularen FasL-Titern, dadurch gekennzeichnet, 
daS 

(a) eine Zusammensetzung, insbesondere ein IVIG- 
Gemisch, biochemisch fraktioniert wird, 

(b) samtliche gemafi Verf ahrensschritt (a) erhaltenen 
Fraktionen nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 4 bis 9 untersucht und deren jeweilige 
anti-Fas-Antikorpertiter bestimmt werden, 

(c) die Fraktion oder solche Fraktionen, die anti- 
Fas-Antikorper enthalt (enthalten) , isoliert wird 
(werden) , und 

(d) schlieSlich die gemaS Verf ahrensschritt (c) er- 
haltene (n) Fraktion (en) auf konzentiert wird 
(werden) . 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels mit ge 
steigerter pharmazeut ischer Wirksamkeit nach Anspruch 
10, dadurch gekennzeichnet, da£ 

(a) eine Zusammensetzung, insbesondere ein IVIG- 
Gemisch, biochemisch fraktioniert wird, 

(b) samtliche gemafi Verf ahrensschritt (a) erhaltene 
Fraktionen nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 4 bis 9 untersucht und deren jeweilige 
ant i- Fas -Ant ikorpert iter bestimmt werden, 

(c) die Fraktion oder solche Fraktionen, die anti- 
Fas- Ant ikorper enthalt (enthalten) , isoliert wird 
(werden) , 

(d) ant i -Fas -Ant ikorper in auf gereinigter Form durch 
Af f initatschromatographie, insbesondere durch ein 
saulenchroma t ographi sches Verfahren, mittels Fas- 



Fusionsprotein als auf dem Trager angekuppel tern 
Liganden isoliert werden, und 
(e) die gebundenen anti -Fas-Antikorper eluiert 
werden . 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels mit ge- 
steigerter pharmazeut ischer Wirksamkeit nach Anspruch 
10 oder 11, dadurch gekennzeichnet , daS 

(a) eine Zusammensetzung, insbesondere ein IVIG- 
Gemisch, biochemisch fraktioniert wird, 

(b) samtliche gemafi Verf ahrensschritt (a) erhaltenen 
Fraktionen nach einem der Verfahren nach einem 
der Anspriiche 4 bis 9 untersucht und deren anti- 
Fas -Ant ikorpert iter bestimmt werden, 

(c) die Fraktion oder solche Fraktionen, die anti- 
Fas-Antikorper enthalt (enthalten) , isoliert wird 
(werden) , 

(d) anti -Fas-Antikorper in auf gereinigter Form durch 
Af f initatschromatographie , insbesondere durch ein 
saulenchromatographisches Verfahren, mittels Fas- 
Fusionsprotein als auf dem Trager angekuppeltem 
Liganden isoliert werden, 

(e) die gebundenen anti -Fas-Antikorper eluiert wer- 
den, 

(f) aus dem Eluat epitopspezif ische anti -Fas- 
Antikorper isoliert werden, indem jeweils ein 
oder mehrere spezif ische (s) Epitop(e), die je- 
weils Aminosauresequenzen auf dem Fas-Protein 
entsprechen, auf dem Tragermaterial der chromato- 
graphischen Saule (n) angekuppel t werden und nach- 
folgend das gemaS Verf ahrensschritt (e) erhaltene 
Eluat ein- oder mehrfach die Saule (n) passiert, 

(g) schlie£lich die gebundenen anti -Fas-Antikorper 
eluiert werden. 

Verwendung eines Verf ahrensprodukts , erhalten aus ei- 
nem der Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 12, 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
humanen oder tierischen Erkrankuhgen mit pathophysio- 



logisch erhohten extrazellularen FasL-Titern, insbe- 
sondere zur Behandlung von toxischer epidermaler Ne- 
krolyse, graft -versus-host disease, Hepatitis, fulmi- 
nanter Hepatitis, Autoimmunthyroiditis , malignen Tu- 
mor erkrankungen oder HIV. 
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